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摘要 :【 目的 】 精 氢 酸 激酶 ( arginine kinase, АК) (EC2.7.3.3) 是 昆虫 体内 重要 的 磷酸 原 激酶 (能 量 
代谢 调节 因子 ) ,也 是 唯一 能 够 形成 有 效 АТР 的 磷 酰 基 供 体 , 起 着 与 峭 椎 动物 中 肌 酸 激酶 相同 的 作 
Ao КИЯНАТ Н ЕАК 基因 的 表达 和 功能 。【 方 法 ] 利 用 qRT-PCR 方法 测定 AK 基因 
JE KÆ Sesamia inferens  — 17,38. Chilo зирртезза в ft №.3% Spodoptera exigua 和 斜纹 夜 蛾 Spodoptera 
litura 这 4 种 钱 翅 目 害虫 不 同 发 育 阶 段 和 3 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 ; 通 过 终点 法 检测 了 这 4 种 
害虫 不 同 发 育 阶段 和 幼虫 不 同 组 织 中 的 AK 酶 活性 ;采用 RNAi 技术 抑制 该 基因 的 表达 并 分 析 其 功 
能 。 【结果 】4K AREKE LR H RARR ARRA A 种 鳞 翅 目 昆虫 的 不 同 发 育 阶 段 和 
3 龄 幼虫 不 同 组 织 中 均 有 表达 ,说 明 该 基因 的 表达 不 具有 发 育 时 期 和 组 织 特 蜡 性 。 不 同 发 育 时 期 
和 3 冷 幼 虫 不 同 组 织 中 AK 酶 活性 与 基因 表达 量变 化 趋势 大 体 一 致 。 注 射 以 AK 基因 为 靶 标 的 
dsRNA ба БА 种 害虫 体内 AK 基因 的 mRNA 表达 下 降 30% ~50% ,AK 酶 活性 降低 30% 左右 ; 
14 d 后 幼虫 的 死亡 率 达 50% 左右 ,显著 高 于 对 照 组 幼虫 的 死亡 率 。 【结论 ]4K 基 因 在 上 述 4 А 
起 目 害虫 中 为 组 成 型 表达 ,RNAi 抑制 4K 基因 的 表达 可 导致 4 种 害虫 的 幼虫 死亡 ,研究 结果 为 开 
发 以 AK 基因 为 鞠 标 的 链 翅 目 害虫 防治 新 技术 提供 了 理论 依据 。 
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Expression profiling and RNAi-based function analysis of arginine kinase 


gene in four lepidopteran pests 
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Quality and Safety of Agro-products (in preparation) , Institute of Plant Protection and Microbiology, 
Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021 , China) 

Abstract: [ Aim] Arginine kinase (АК) is an important phosphogen kinase ( regulation factor of energy 
metabolism) in insects and the only phosphoryl donor that can form effective ATP. It plays the same role 
as creatine kinase іп vertebrates. This study aims to clarify the expression and function of AK gene in 
lepidopteran pests. [ Methods] We determined the expression profiles of AK gene in different 
developmental stages and tissues of the 3rd instar larvae by qRT-PCR, and assayed the AK activity in 
four lepidopteran pests, Sesamia inferens , Chilo suppressalis , Spodoptera exigua and Spodoptera litura by 
endpoint method. Furthermore, we analyzed the biological functions of AK genes in these four species by 


RNAi. [Results] qRT-PCR assay revealed that AK gene was expressed at all the developmental stages 
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and in various tissues of the 3rd instar larvae of these four species, indicating that the expression of AK 


gene has no developmental stage and tissue specificity. The change trend of AK activities in different 


developmental stages and tissues of the 3rd instar larvae were similar with that of the expression levels of 


AK gene. At 6 d post injection of dsRNA targeting AK gene, the expression level of AK gene decreased by 


3096 – 50% and the AK activity decreased by about 30% in these four species. At 14 d post injection of 


dsRNA targeting AK gene, the larval mortality rates of the four species were around 5096 , which was 


significantly higher than those of the control groups. [Conclusion] AK gene is constitutively expressed in 


the four lepidopteran pests. Inhibition of AK gene expression by RNAi can lead to the larval death of 


these four species. Our results provide a theoretical basis for developing new lepidopteran pest control 


technologies targeting AK gene. 


Key words: Lepidoptera; Sesamia inferens; Chilo suppressalis; Spodoptera exigua; Spodoptera litura; AK 


gene; spatio-temporal expression profile; enzyme activity; RNAi 





Б Н ( Lepidoptera ) 是 地 球 上 种 类 最 丰富 和 最 
容易 识别 的 昆虫 类 群 之 一 。 大 晤 Sesamia inferens 和 
ZAKI Chilo suppressalis 是 水 稻 的 主要 外 性 性 害虫 ， 
分 属于 鲜 翅 目 夜 蛾 科 (Noctuidae) 41 2 н В| 
( Crambidae) ,在 我 国 水 稳产 区 均 有 发 生 , 直接 威胁 
农业 生产 。 水 稻 钻 性 性 蜡 虫 在 苗 期 为 害 水 稻 可 造成 
村 蒜 、 村 心 ,在 孕穗 期 和 穗 期 为 害 可 造成 枯 孕 穗 、 白 
穗 及 虫 伤 株 等 ,严重 影响 水 稻 的 质量 和 产量 (和 鲁 艳 
МЕЗЕ, 2016a, 2016b) 。 近 年 来 , 随 着 种 植 结构 和 耕 
作 制 度 调整 ,杂交 水 稻 面积 逐年 增加 ( 芯 少 兵 ， 
2016) ,使 得 越冬 代 有 效 虫 源 面 积 扩大 ,更 加 剧 了 蜡 
虫 的 危害 (和 鲁 艳 辉 等 , 2017) MERKIR Spodoptera 
exigua 和 和 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 15) Jgi Е Н 1C 
蛾 科 , 是 世界 性 分 布 的 杂食 性 重要 害虫 ,在 气候 和 食 
物 适 宜 时 ,能 在 短 时 间 内 给 蔬菜 、 栅 花 等 重要 农作物 
造成 严重 为 害 ( Greenberg et al., 2001; Huang and 
Han, 2007; 桑 松 等 , 2013) 。 目 前 ,对 于 以 上 4 种 鳞 
却 目 害虫 的 防治 ,我 国 多 采用 化 学 药剂 。 但 由 于 化 
学 药剂 的 不 合理 使 用 ,导致 害虫 抗 药性 水 平 不 断 提 
高 ,田间 防 效 下 降 , 残 虫 数量 增加 ,从 而 加 大 了 这 些 
害虫 的 危害 。 害 虫 抗 药性 的 产生 不 仅 严 重 影响 杀 虫 
剂 的 防治 效果 和 农产品 的 产量 和 质量 ,而且 对 环境 
生态 安全 和 食品 安全 造成 严重 影响 。 因 此 ,在 控制 
害虫 抗 药性 的 策略 上 ,筛选 新 的 杀 虫 剂 作 用 靶 标 , 开 
发 应 用 新 型 高 选择 性 杀 虫 剂 品种 ,探索 既 能 避免 搞 
药性 的 产生 又 能 达到 有 效 控制 害虫 的 新 技术 
( Huvenne and Smagghe, 2010) ,已 成 为 农药 创新 领 
域 科研 工作 者 的 主要 任务 。 

磷酸 原 激酶 是 一 大 类 酶 的 总 称 ,多 位 于 动物 体 












































( Newsholme et al., 1978; Ellington, 1989) 。 肌 酸 激 
CK), PK 3E ^E f We x NS 

TK), ЖА BOSE ONG 
( guanidinoacetate kinase, СК) КО ЖЕ 22 AR 
激酶 (lombricine kinase, LK) 和 精 氨 酸 激酶 (arginine 
kinase, AK) 都 属于 磷酸 原 激 酶 ,但 目前 研究 最 多 的 
磷酸 原 激酶 是 СК 和 AK, AK 可 通过 催化 精 氨 酸 和 
ATP 之 间 的 可 逆 性 反应 ,将 能 量 存储 于 磅 酸 精 氮 酸 
的 高 能 磷酸 键 中 ,或 将 磷酸 精 氮 酸 分 解 产 生 ATP 
( 王 华 兵 和 徐 豫 松 , 2006)。 此 反应 对 无 消 椎 动物 体 
内 的 能 量 代谢 、 储 存 和 利用 起 关键 的 调节 作用 。 众 
多 研究 表明 , 精 氨 酸 激酶 仅 存 在 于 无 脊椎 动物 体内 , 
且 是 昆虫 体内 唯一 能 够 形成 有 效 АТР 的 磷 酰 基 供 
体 , 这 意味 着 昆虫 体内 能 量 代谢 途径 不 同 于 痊 椎 动 
物 (Awama et al., 2007 ; Tanaka et al., 2007 ; 张 元 臣 
等 , 2013 ) Kucharski 和 Maleszka ( 1998 ) 率先 从 西 
方 蜜蜂 Apis mellifera 中 克隆 了 精 氨 酸 激酶 的 cDNA 
序列 。 随 后 ,印度 谷 Plodia interpunctella ( Binder et 
al., 2001) „З=Н Ф Periplaneta Americana ( Brown et 
al., 2004) , ZR MV. KiE Locusta migratoria. manilensis 
(Li et al., 2006), K £L 36 Ж Cissites cephalotes 
( Tanaka et al., 2007) ZÆ Bombyx mori ( 王 华 兵 和 
IRPA, 2006) PARES IE Helicoverpa armigera ( Liu et 
al., 2009) 等 多 种 昆虫 中 的 AK 基因 全 长 序列 被 克 
隆 ,推动 了 昆虫 精 氨 酸 激酶 研究 的 发 展 。 经 研究 发 
HAK 基因 在 昆虫 不 同 组 织 ` 不 同 发 育 时 期 均 有 表 
达 , 且 表达 量 存在 着 一 定 的 差异 ( 王 华 兵 和 徐 豫 松 ， 
2006) 。 但 是 ,关于 昆虫 4K 基因 的 结构 、 表 达 、 调 控 
及 RNAi 的 研究 并 不 多 ,尤其 AK 基因 的 RNAi, 目 前 





ЁЁ ( creatine kinase, 








( taurocyamine kinase, 













































































内 能 量 消耗 较 大 的 组 织 , 比 如 肌肉 、 脑 、 神 经 等 ,对 动 
物体 内 能 量 的 储存 .代谢 和 利用 至 关 重 要 


НАЛ KE Nilaparvata lugens( ERR, 2014) „ла ИЕ 
Plutella xylostella ( KÆ}, 2014) ARFS HE (Liu et al., 























8 期 鲁 艳 辉 等 : 四 种 鲜 翅 目 害虫 精 氮 酸 激酶 基因 的 表达 谱 及 基于 RNAi 的 功能 分 析 903 











2015; Qi et al., 2015) 中 有 报道 。 但 是 研究 AK 基因 
的 表达 调控 及 RNAi 分 析 对 阐明 昆虫 体内 的 能 量 代 
谢 .储存 和 利用 的 调节 机 理 以 及 开发 新 的 药剂 作用 
靶 标 或 新 型 害虫 防治 措施 具有 非常 重要 的 意义 。 

因此 ,本 研究 以 两 种 重要 的 水 稳 害 虫 大 晓 和 二 
化 旦 以 及 两 种 重要 的 蔬菜 害虫 甜菜 夜 蛾 和 斜纹 夜 蛾 
为 研究 对 象 ,测定 其 AK 基因 的 时 空 表 达 谱 和 AK 酶 
活性 ,并 利用 RNAi 技术 分 析 了 抑制 AK 基因 表达 对 
这 4 种 害虫 的 AK 酶 活性 及 幼虫 死亡 率 的 影响 ,为 
开发 以 AK 基因 为 靶 标 的 害虫 防治 新 技术 提供 理论 
依据 。 








1 材料 与 方法 


1.1 хе 

ВЕЛДЕ 27] 18 Р 2016 ЕЖ А Ш БК 
EH , 试 虫 采用 人 工 饲 料 在 人 工 气 候 室 饲养 ,饲料 配方 
及 饲养 方法 参考 中 国 水 稻 研 究 所 的 方法 ( 李 腾 武 
等 , 2001; 涂 业 苟 和 曾 吉 华 ，2010; 戴 长 庚 等 ， 
2013; 胡 阳 等 , 2013 ) 。 甜 菜 夜 蛾 和 和 斜纹 夜 蛾 的 幼 
EF 2016 年 分 别 采 自 浙江 省 杭州 市 萧山 区 甘蓝 日 
(120?12' E, 30*04' N) 和 金华 莲藕 田 (119°38’'E， 
29°04'N) ,饲养 条 件 : 温 度 27 x 190 ,相对 湿度 70% + 
5% , 光 周 期 16L: 8D, WEM 10% 的 蜂蜜 水 饲养 。 
室内 饲养 4 代 后 用 于 后 续 实验 。 
1.2 总 КМА 提取 及 cDNA 第 1 链 合成 

4 种 试 虫 的 所 有 样本 总 RNA 提取 采用 Trizol 试 
剂 ( Invitrogen ) , 具体 步骤 参照 说 明 书 。 取 1 pL 
RNA 样品 测定 Орљ/ ОР ( NanoDrop 2000) ,比值 
在 1.8~2.2 之 间 的 样品 用 于 cDNA 合成。 

cDNA 合成 : 取 1.0 pg 总 RNA, 以 Oligo dT 为 引 
物 合成 cDNA ,操作 步骤 参照 Thermo Fisher 反 转 录 
试剂 盒 说 明 书 。cDNA 于 -20% 保存 备用 。 
1.3 AK 基因 mRNA 的 时 空 表 达 谱 分 析 

不 同 发 育 阶 段 样 品 : 收 集 4 种 试 虫 不 同 发 育 阶 
段 的 样本 ,包括 1 日 龄 卯 ,1 -5 或 6 龄 幼虫 ,1 НЕ 
前 , 初 羽 化 的 雌雄 成 虫 。 

不 同 组 织 样品 :从 4 种 试 虫 中 分 别 选取 个 体 大 

小 一 致 的 3 龄 幼虫 ,在 预 冷 的 生理 盐水 中 解剖 ,分 别 
获取 头 .中 肠 .脂肪 体 .表皮 和 血 淋 巴 。 

按照 步骤 1.2 节 所 述 提取 4 种 昆虫 各 样品 总 
RNA, 反 转录 合成 cDNA, Ay 214 К й RPS3 
(GenBank 登录 号 : DQ988989), (И їй B-tubulin 
(GenBank 登录 号 : EU429675 ) 、 甜 菜 夜 蛾 G4DPH 
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(GenBank 登录 号 : AEJ38217) 和 斜纹 夜 蛾 GADPH 
(GenBank 登录 号 : HQ012003 ) 为 内 参 基 因 , 对 4K 
基因 mRNA 表达 量 进 行 qRT-PCR 检测 。 由 于 大 坚 
АК ( GenBank. 登录 号 : MK559476), Z 4L W& AK 
(GenBank 登录 号 : MK559475), Ж X fx WR АК 
(GenBank X 3b E. GQ379235 ) 和 和 斜纹 夜 蛾 АК 
(GenBank 登录 号 : HQ840714) 基因 cDNA 序列 的 
一 致 性 很 高 , 达 95% 以 上 (数据 未 发 表 ) ,所 以 用 于 
qRT-PCR 的 引物 序列 是 相同 的 ( 表 1) 。PCR 反应 
体系 (20 uL): SYBR( Bio-Rad)10 pL， 上 下 游 引 物 
(10 mmol/L) 各 1 uL, cDNA 模板 1 uL, ddH,O 
7 kLoPCR 反应 条 件 : 95C 预 变 性 10 s; 95%C 5 s, 
60C 30 s, 40 个 循环 。 制 作 融 解 曲线 ,确定 扩 增 产 
物 的 特异 性 。 每 个 样品 3 个 生物 学 重复 ,3 个 技术 
重复 ,每 个 生物 学 重复 5 КАД, 
1.4 AK 酶 活性 测定 

采用 终点 法 测定 AK 酶 活性 。 将 1.3 4rd 
集 的 4 种 鳞 翅 目 昆 虫 不 同 发育 阶 段 和 3 龄 幼虫 不 同 
组 织 部 位 的 样品 在 5 mL 冰冻 甘氨酸 缓冲 液 中 勾 浆 
( 含 250 mmol/L FHAR, 10 mmol/L 2-45 3& A E , 
1 mmol/L Z — ЈЕ Vt Z F2, 0. 1 mmol/L ОТТ 和 
1 mmol/L PMSF, pH 8.6)。 匀 浆液 在 4% 10 000 g 
条 件 下 离心 15 min。 上 清 液 用 于 AK 酶 活性 和 总 蛋 
白质 的 测定 ,采用 酶 标 仪 (Molecular Devices Spectra 
Мах 190) 参照 昆虫 AK-ELISA 检测 试剂 盒 ( 艾 美 捷 
科技 有 限 公 司 ) 说 明 书 测定 酶 活性 。 每 个 样品 重复 
3 次 。 
1.5 AK 基因 的 RNAi 实验 

以 1.2 节 合 成 的 4 种 昆虫 cDNA 为 模板 , 以 
RNAi-F/RNAi-R 为 引物 ( 表 1) 进行 PCR 扩 增 ,PCR 
反应 体系 (50 uL): Buffer Mix 25 uL, 上 上 下游 引物 
(10 pmol/L) 各 2 uL, cDNA 模板 2 uL, ddH,O 19 
pL, PCR 反应 条 件 : 94%C 3 min; 94% 30 s, 60% 
30 s, 5 个 循环 ; 72C 延伸 45 s; 之 后 再 30 个 循环 : 
94% 30 s, 65% 30 s, 72% 45 s; 最 后 72% 延伸 10 
min。 以 纯化 后 的 PCR 产物 为 模板 , 采用 
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit 
( Thermo Fisher Scientific ) 合成 dsRNA ,具体 步骤 参 
照 试 剂 合 说明书 。 

选取 大 小 一 致 \ 赔 皮 后 第 1 天 的 3 龄 期 4 种 昆 
虫 ,分 别 从 第 1 腹 足 和 第 2 腹 足 之 间 通 过 显 微 注射 
将 АК dsRNA 注入 体腔 。 每 头 注 射 1 ug dsRNA(1.0 
ug/ uL) ,分 别 以 注射 pH 7. 0 的 PBS 和 СЕР dsRNA 
(由 浙江 省 农业 科学 院 张 球 锋 老师 提供 ) 作 为 空白 
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对 照 和 阳性 对 照 。 每 个 处 理 注射 30 35,3 次 生物 学 
重复 。 注 射 后 的 试 虫 放置 在 正常 的 饲养 条 件 下 饲养 
( 见 1.1 节 ) ,第 2 天 检查 剔除 因 机 械 损伤 死亡 的 试 
虫 (死亡 率 <10% ) 。 取 注射 后 6 d 的 样品 ,分 别 利 
用 qRT-PCR( 见 1.3 节 ) 和 终点 法 ( 见 1.4 节 ) 检 测 




















AK 基因 表达 水 平和 AK 酶 活性 。14 d 后 统计 试 虫 
死亡 率 。 
1.6 数据 分 析 


qRT-PCR 数据 采用 2-^^"“ 方 法 处 理 。AK 基因 
的 相对 表达 量 幼虫 死亡 率 和 AK. 酶 活性 的 数据 均 
采用 DPS 软件 进行 单 因素 方差 分 析 , 并 进行 Tukey 
氏 多 重 比 较 (P <0.05)。 





2 结果 


2.1 4 种 鳞 翅 目 害虫 AK 基因 的 时 空 表达 谱 
AK 基因 在 4 种 鳞 翅 目 害 虫 的 不 同 发 育 时 期 均 
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有 表达 , 且 各 个 发 育 时 期 的 表达 量变 化 范围 较 小 
(图 1)。AK 基因 在 大 量 1 龄 幼虫 到 成 虫 各 龄 期 的 












































表达 量 无 显著 差异 (P >0. 05 ) ,但 都 显著 高 于 卵 中 
的 表达 量 (P <0.05)( 图 1: А); FF, ЈЕЛЕ 1 








龄 幼虫 到 成 虫 中 表达 量 相对 较 高 ,显著 高 于 在 卵 中 
的 表达 量 (图 1: B) ;在 甜菜 夜 蛾 3 龄 幼虫 .5 龄 幼 
虫 . 贤 及 成 虫 中 表达 量 较 高 ,在 卵 和 2 龄 幼虫 中 表达 
量 较 低 ( 图 1: С) ;在 斜纹 夜 蛾 1, 3 和 6 龄 幼虫 中 表 
达 量 相对 较 高 ,4 龄 幼虫 5 龄 幼虫 . 师 和 成 虫 中 的 表 
达 量 次 之 , 且 无 显著 差异 (P >0.05) ,在 卵 中 表达 量 
最 低 ( 图 1: D). 

AK 基因 在 4 Fh BERI D c rh. 3 龄 幼虫 所 有 测定 
的 组 织 中 均 有 表达 (图 2) 。4K EREKE 
夜 蛾 表皮 中 表达 量 均 最 高 ,在 血 淋 巴 和 脂肪 体 中 表 
达 最 低 (图 2: А, C) ;在 二 化 量 表 皮 和 中 肠 中 表达 
量 最 高 ,在 脂肪 体 和 血 淋 巴 中 的 表达 量 最 低 (图 2: 
B) ;在 斜纹 夜 蛾 表皮 中 表达 量 也 最 高 ,在 脂肪 体 中 
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图 1 4K 基因 在 大 旦 (A) (В) 甜菜 夜 蛾 (C) 和 斜纹 夜 蛾 (D) 不 同 发 育 阶段 的 表达 模式 


Fig. 1 
Chilo suppressalis (B) , 
图 中 数据 为 3 次 生物 学 重复 的 平均 值 + 标准 误 
方差 分 析 并 进行 Tukey 氏 多 重 比 较 (P<0.05)。 



































。 不 同 字母 表示 AK 基因 在 不 同 发 育 阶 段 表达 量 
图 2 同 。The data in the figure are means + SE of three biological replications. Different small letters 


Expression pattern of AK gene in different developmental stages of Sesamia inferens (А), 


Spodoptera exigua ( C) and Spodoptera litura ( D) 














间 有 显著 差异 ,统计 分 析 采 用 DPS 的 单 因素 














above bars stand for significant difference in gene expression level at different developmental stages ( ANOVA followed by Tukey' s multiple comparison , 


Р «0.05). The same for Fig. 2. 
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图 2 AK 基因 在 大 旦 (A) (В) SHSEDCHR C C) 和 斜纹 夜 蛾 (D) 3 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 模式 


Fig. 2 Expression pattern of AK gene in different tissues of the 3rd instar larvae of Sesamia inferens (А) and 


Chilo suppressalis (B) , 








表达 量 最 低 , 头 部 和 血 淋 巴 中 的 表达 量 
(Р>0.05)(142; D), 
2.2 4 种 鳞 翅 目 害 虫 不 同 发 育 时 期 的 АК 酶 活性 

不 同 发 育 时 期 AK 酶 活性 测定 结果 显示 ,AK МЕ 
活性 在 4 种 昆虫 中 均 呈 现 出 随 虫 龄 增加 而 增加 的 趋 
势 , 即 卵 和 低龄 幼虫 中 AK 酶 活性 最 低 ,成 虫 的 AK 
酶 活性 最 高 ,只 有 大 蝶 和 和 斜纹 夜 峨 肾 期 的 酶 活性 突 
然 降低 (图 3: A, D)。 大 螟 \ 二 化 蝶 \ 甜 菜 夜 蛾 和 和 斜 
ZU poli 4 种 昆虫 不 同 发 育 阶段 AK 酶 活性 最 高 值 和 
最 低 值 之 间 分 别 相差 6.7, 4.8, 5.3 和 4.1 倍 (图 
3: A-D), 

在 4 种 鳞 考 目 害 虫 中 ,表皮 和 中 肠 的 АК 酶 活 
性 相对 较 高 ,其 次 是 头 部 、 血 淋巴 和 脂肪 体 , 与 АК 
基因 的 相对 表达 量变 化 趋势 基本 一 致 (图 4: А – 
D). 
2.3 注射 dsRNA 对 AK 基因 mRNA 的 沉默 效果 

注射 3 龄 幼虫 dsRNA 6 d 后 ,检测 AK 基因 
mRNA 表达 量 。 与 注射 PBS 的 空白 对 照 和 注射 
dsGFP 的 阳 性 对 照 组 相 比 , 注 射 AK 基因 的 dsRNA 
处 理 组 AK 基因 表达 量 在 4 种 试 虫 中 均 显 著 下 降 
(P <0.05) ,降幅 约 为 30% ~50% (图 5) ,其 中 斜纹 


无 显著 差异 




























































































Spodoptera exigua (С) and Spodoptera litura (D) 


夜 蛾 AK 基因 表达 量 降幅 最 大 。 
2.4 $} dsRNA 对 AK 酶 活性 水 平 的 影响 
注射 3 龄 幼虫 dsRNA 6 d 后 ,检测 AK 酶 活性 。 
与 mRNA 表达 量 测定 结果 相似 ,与 注射 PBS 的 空 
对 照 和 注射 dsGFP 的 阳性 对 照 组 相 比 ,注射 AK 基 
dsRNA 的 处 理 组 试 虫 的 AK 酶 活性 显著 下 降 
(P«0.05), 在 4 种 昆虫 中 均 下 降 了 30% 左右 
(图 6)。 
2.5 注射 dsRNA 后 4 种 鳞 翅 目 害 虫 的 死亡 率 
注射 3 龄 幼虫 dsRNA 14 d 后 ,统计 试 虫 死亡 
率 。dsGFP 阳性 对 照 组 和 空白 对 照 组 试 虫 死亡 率 无 
显著 差异 (P >0.05 ) 。 而 注射 4K dsRNA 的 处 理 组 
幼虫 死亡 率 在 4 种 试 虫 中 均 达 到 50% 左右 , 均 显 著 
高 于 两 个 对 照 组 ( 忆 <0.05) ,与 dsGFP 阳性 对 照 组 
相 比 ,死亡 率 分 别提 高 了 121.4%, 58.896, 
110. 396 #1 171.296 (图 7) 。 
























































3 讨论 








目前 ,已 在 膜 翅 目 、 鳞 翅 目 .鞘翅 目 、 直 翅 目 、 双 
E HAE H S E R F RME ARAE RKA, 
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图 3 KHECA) ОВ) 、 甜 菜 夜 蛾 (C) 和 和 斜纹 夜 蛾 (D) 不 同 发 育 阶 段 的 AK 酶 活性 
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Fig. 3 АК activities in different developmental stages of Sesamia inferens (А), Chilo suppressalis (B) , 


Spodoptera exigua ( C) and Spodoptera litura (D) 


图 中 数据 为 3 次 生物 学 重复 的 平均 值 上 标准 误 。 柱 上 不 同 字母 表示 AK 酶 活性 在 不 同 发 育 阶 段 之 间 有 显著 差异 ,统计 分 析 采 用 DPS 的 单 因素 


图 4 同 。The data in the figure are means + SE of three biological replications. Different small letters 























方差 分 析 并 进行 Tukey 氏 多 重 比 较 (P<0.05)。 


























above bars stand for significant difference in enzyme activities at different developmental stages ( ANOVA followed by Tukey' s multiple comparison, P < 


0.05). The same for Fig. 4. 


2009; Werr and Gramer, 2009; |=] #1, 2011; Е 
45,2012) 。 研 究 表明 , 精 氨 酸 激酶 仅 存 在 于 无 脊椎 
动物 体内 , 且 是 昆虫 体内 唯一 能 够 形成 有 效 АТР 的 
磷 酰 基 供 体 ( 郑 雅 楠 等 , 2018)。 现 已 有 研究 者 对 昆 
虫 精 氨 酸 激酶 的 基因 结构 、 分 子 克隆 .表达 纯化 进行 









































关 。3 龄 幼虫 不 同 组 织 AK 基因 表达 结果 显示 在 4 
种 害虫 的 表皮 .中 肠 和 头 部 中 的 表达 量 相对 较 高 
(图 2)。 同 样 ,家 看 幼虫 中 肠 中 AK 基因 表达 量 较 高 
( Kang et al., 2011) ,红火 由 Solenopsis invicta 头 部 的 
AK 基因 表达 量 也 较 高 (Wang et al., 2009) 。 此 外 ， 




















了 系统 的 研究 ,关于 昆虫 精 氨 酸 激 酶 功能 的 研究 主 
要 集中 在 参与 能 量 转 化 和 生长 发 育 、 维 持 自 身 免 
疫 等 。 

本 研究 对 大 旦 二 化 蜡 甜菜 夜 峨 和 和 斜纹 夜 蛾 4 
种 重要 的 鳞 烟 目 害虫 的 精 氨 酸 激 酶 基因 表达 和 酶 活 
性 的 时 空 变化 进行 了 测定 。4K 基因 的 时 空 表 达 谱 
分 析 表 明 该 基因 在 这 4 种 害虫 不 同 发 育 时 期 和 3 d 
幼虫 不 同 组 织 中 均 有 不 同 程度 的 表达 (图 1 和 2)， 
说 明 该 基因 的 表达 不 具备 发 育 阶段 特异 性 和 组 织 特 
异性 ,为 组 成 型 表达 。 不 同 发 育 时 期 AK 基因 表达 
























































结果 显示 幼虫 、 肾 和 成 虫 期 的 表达 量 相 对 较 高 (图 
1) ,这 可 能 与 这 些 发 育 阶 段 的 能 量 代 谢 比 较 旺盛 有 





不 同 发 育 阶 段 和 3 龄 幼虫 不 同 组 织 中 AK 酶 活性 的 
变化 (图 3 和 4) 也 表现 出 与 4K 基因 表达 类 似 的 趋 
势 。 昆 虫 不 同 组 织 器 官 中 存在 较 高 含量 的 AK, 说 
明 该 酶 在 昆虫 的 不 同 组 织 器 官 中 均 发 挥 着 重要 
作用 。 

为 进一步 研究 抑制 AK 基因 的 表达 对 4 种 鳞 翅 
目 害虫 的 影响 ,我 们 利用 RNAi 技术 对 AK 基因 的 表 
达 进 行 干扰 , 发现 6 d 后 的 mRNA 沉默 效率 在 30% ~ 
50% 左 右 ( 图 5),AK 酶 活性 同样 下 降 了 30% 左右 
(图 6)。 袁 森 (2014 ) 注射 dsRNA 对 褐飞虱 AK ЈЕ 
因 表 达 的 抑制 率 达 50% ~70% ; 徐 秀 风 (2012 ) 利用 
不 同系 统 表达 AK 基因 的 dsRNA 菌 液 饲 喂 小 菜 蛾 ， 
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图 4 КСА) ALIR (B) 甜菜 夜 蛾 (C) 和 和 斜纹 夜 蛾 (D) 3 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 AK 酶 活性 
Fig. 4 АК activities in different tissues of the 3rd instar larvae of Sesamia inferens ( A) , Chilo suppressalis (В), 


Spodoptera exigua ( C) and Spodoptera litura ( D) 
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图 5 RNAi 6 а Ја AK 基因 在 大 蜡 ` 二 化 虹 甜菜 夜 峨 和 斜纹 夜 峨 3 龄 幼虫 中 的 相对 表达 量 
Fig. 5 Relative expression levels of AK gene in the 3rd instar larvae of Sesamia inferens , Chilo suppressalis , 
Spodoptera exigua and Spodoptera litura after RNAi for 6 d 
CK; 注射 PBS (pH7.0) 作 为 空白 对 照 Blank control injected with PBS (рН 7.0) ; dsGFP; 阳性 对 照 Positive control; dsAK; AK 基因 dsRNA 处 理 
AK dsRNA treatment. 图 中 数据 为 3 次 生物 学 重复 的 平均 数值 上 标准 误 。 同 种 昆虫 中 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (采用 单 因素 方差 分 析 并 进行 
Tukey 氏 多 重 比较 , P<0.05)。 图 6 和 图 7 同 。The data in the figure are means + SE of three biological replications. Different small letters above bars 

































































in the same species stand for significant difference ( ANOVA followed by Tukey' s multiple comparison, P «0.05). The same for Figs. 6 and 7. 
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图 6 RNAi FÈ AK 基因 6 d Ја КЕ, AEIR REED НЕ ЛИ НОСИ З 龄 幼虫 的 АК Biz H 


Fig. 6 АК activities in the 3rd instar larvae of Sesamia inferens, Chilo suppressalis , 


Spodoptera exigua and Spodoptera litura after RNAi of AK gene for 6 d 
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Fig. 7 Mortality of the 3rd instar larvae of Sesamia inferens, Chilo suppressalis , 





Spodoptera exigua and Spodoptera litura after RNAi of AK gene for 14 d 


其 抑制 率 在 40% ~ 70% 。 本 研究 中 对 3 龄 幼虫 AK 
基因 进行 RNAi 14 d 后 ,处 理 组 幼虫 死亡 率 显著 高 
于 对 照 组 , 均 达 到 5096 223 (17), ТЗВ, x 
(2014) РУ К 3 龄 若虫 的 AK 基因 3 d 后 ,其 
死亡 率 最 高 也 达 51% ; 徐 秀 风 (2012) 利用 表达 AK 
基因 的 dsRNA 菌 液 饲 喂 小 菜 蛾 幼虫 ,其 死亡 率 最 高 
为 40% 。 可 见 , 对 不 同 昆虫 的 AK 基因 进行 干扰 均 
可 引起 昆虫 的 死亡 ,进一步 证 明 该 基因 在 昆虫 中 的 
生命 活动 中 发 挥 着 重要 功能 。 

总 体 来 看 ,目前 关于 昆虫 4K 基因 的 研究 大 都 
集中 在 基因 的 克隆 与 进化 关系 分 析 上 ,利用 RNAi 
技术 研究 昆虫 4K 基因 功能 的 并 不 多 。 本 研究 以 4 





种 常见 的 鳞 翅 目 害虫 为 研究 对 象 , 并 测定 了 这 4 种 
害虫 AK 基因 表达 及 酶 活性 的 时 空 变化 ,并 利用 
RNAi 技术 分 析 了 抑制 AK 基因 对 其 表达 \ 酶 活性 和 
幼虫 死亡 率 的 影响 。 初 步 明 确 抑制 АК 基因 的 表达 
可 提高 这 4 种 害虫 幼虫 的 死亡 率 , 为 开发 以 4K 基 
因为 靶 标 的 害虫 防治 新 技术 提供 了 理论 依据 。 
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